t(9;22)(q34;q11)为急性淋巴细胞白血病(ALL)最常见的再现性细胞遗传学异常，见于20%\~30％的成人ALL和3％的儿童ALL[@b1]--[@b2]，在酪氨酸激酶抑制剂(TKI)时代到来之前Ph^+^ ALL是一类预后极差的白血病亚型[@b3]。TKI的应用显著提高了其诱导缓解率，改善了患者预后[@b4]。然而，ABL激酶区突变的发生抑制或削弱了TKI的结合能力及活性，是疾病进展的主要原因[@b5]。

各类文献已报道超过100种类型的ABL激酶区点突变，其中T315I突变引起国内外学者广泛关注。其不仅是发生率最高的突变类型[@b6]，更因为TKI与ATP结合位点的构型改变而导致广泛耐药[@b7]。本研究回顾性分析诱导治疗后发生ABL激酶区突变的Ph^+^ ALL患者初诊阶段的临床及实验室特征，突变在Ph^+^ ALL患者的发生率、分布特点及其不同类型突变与预后的关系，以及异基因造血干细胞移植(allo-HSCT)联合不同类型TKI在Ph^+^ ALL患者中的应用价值。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：2010年2月至2014年8月我院血液科收治的确诊后接受NCCN和(或)欧洲白血病网(ELN)推荐治疗的Ph阳性和(或)BCR-ABL阳性的ALL患者中，定期监测ABL激酶区突变的患者共88例，其中42例突变检测阳性的患者纳入研究组，余46例突变阴性患者作为对照组。所有患者ECOG评分小于2分，心、肺等脏器功能良好，能够耐受常规化疗及allo-HSCT。

2．诊断分型及突变监测：所有患者根据骨髓细胞形态学、免疫表型分析、细胞遗传学、分子生物学(MICM)进行诊断分型。骨髓细胞形态分析按照WHO分型，原幼淋巴细胞\>0.200诊断为ALL。免疫表型分析采用FACSCalibur型流式细胞仪(美国Becton Dickinson公司产品)，以SSC/CD45设门，检测和分析患者白血病细胞群体抗原表达水平。细胞遗传学检测采用传统R显带技术，异常染色体核型描述参照《人类细胞遗传学国际命名体制(ISCN，2013)》；荧光原位杂交技术作为辅助诊断方法。分子生物学检测是采用多重巢式PCR方法检测常见急性白血病相关融合基因表达，并采用实时荧光定量PCR(RQ-PCR)方法确定BCR-ABL融合基因拷贝数。一轮扩增BCR-ABL融合基因后，ABL激酶区突变检测通过对ABL激酶区216AA-540AA行一代测序完成。

3．治疗方案及中枢神经系统白血病(CNSL)预防：88例患者均接受BDH ALL2000/02整体治疗方案(VDCP±L)行诱导治疗，即联合环磷酰胺、去甲氧柔红霉素或柔红霉素、长春新碱或长春地辛、地塞米松或泼尼松为主的诱导化疗方案，加或不加左旋门冬酰胺酶。明确诊断后尽早联合TKI药物，其中44例同时接受TKI(伊马替尼43例，达沙替尼1例)作为诱导方案用药，余44例于诱导治疗后开始使用伊马替尼。所有患者行1\~8个疗程含大剂量甲氨蝶呤、阿糖胞苷、左旋门冬酰胺酶为主的巩固治疗方案，53例有合适供者的患者行allo-HSCT，其中突变组23例。所有患者巩固及维持治疗期间均持续口服TKI。疾病进展者当即、无疾病进展者每3\~6个月检测ABL激酶区突变，发生突变者每月监测。CNSL的预防采用甲氨蝶呤联合地塞米松方案。

4．疗效判定及统计学处理：主要分子生物学反应(MMR)定义为诱导结束时BCR-ABL拷贝数较基线下降3个对数级[@b8]。总体生存(OS)评估采用Kaplan-Meier曲线，OS时间定义为从患者确诊时间至患者死亡或末次随访时间(2015年3月10日)。非正态分布数据采用中位数(范围)表示，率的比较采用Fisher精确检验，计量资料采用非参数秩和检验。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．ABL激酶区突变Ph^+^ ALL患者临床及实验室特征：88例定期监测ABL激酶区突变患者中，42例检出突变，其中位发病年龄为40(7\~70)岁，较非突变组发病年龄高\[32.5(5\~52)岁\](*P*=0.023)。除外5例正常核型、9例核型分析失败的患者，余28例中20例(71.4%)初诊核型分析存在复杂核型异常，发生率较非突变组高(*P*=0.043)，其中以累及7号染色体(4例，3例−7/7q−，1例+7)、5号染色体(3例，2例+5, 1例5q−)和＋Ph (4例)更为常见。患者基本临床及实验室特征见[表1](#t01){ref-type="table"}。诊断至突变检出中位时间为8(1\~69)个月，平均TKI使用时间为6(1\~68)个月，11例次处于完全缓解(CR)期，1例处于诱导未缓解(NR)期，余为疾病复发。

###### ABL激酶区突变Ph^+^急性淋巴细胞白血病患者临床及实验室特征

  特征                           突变阳性组(42例)      突变阴性组(46例)     *P*值
  ---------------------------- --------------------- --------------------- -------
  性别(例，男/女)                      26/16                 26/20          0.608
  年龄\[岁，*M*(范围)\]             40(17～70)           32.5(16～52)       0.023
  髓外浸润(例)                          20                    19            0.551
  WBC\[×10^9^/L，*M*(范围)\]        50(1～650)            38(1～430)        0.603
  HGB\[g/L，*M*(范围)\]             89(24～162)           98(47～153)       0.572
  PLT\[×10^9^/L，*M*(范围)\]        32(4～223)            43(3～251)        0.966
  原幼细胞比例\[*M*(范围)\]     0.878(0.510～0.965)   0.855(0.400～0.990)   0.846
  免疫学表型(例)                                                            0.629
   B淋系伴髓系表达                       8                     7           
   B淋系表达                            33                    38           
  细胞遗传学(例)                                                            0.043
   复杂核型异常                         20                    13           
   单纯t(9;22)                           8                    15           
  BCR-ABL类型(例)                                                           0.697
   P210                                 16                    19           
   P190                                 25                    25           

2．ABL激酶区突变在Ph^+^ ALL患者的分布特点：42例突变患者共检出18个突变位点、21种突变类型。9例同时检测到2种突变(其中5例为T315I和E255K/V突变)，3例同时检测到3种突变(其中1例为E255K、T315I、E459K)，1例同时检测到4种突变(E255V、T315I、F317A、E355G)。T315I突变为最常见的突变类型，发生率高达40.0%(24/60)，其次为E255K/V (12/60，20.0%)、Y253H/F (4/60，6.7%)、E459K(4/60，6.7%)。

3．疗效及生存分析：ABL激酶区突变患者诱导CR率为78.6%(33/42)，其中19例接受单独诱导化疗，诱导结束时13例(68.4%)获得CR，3例部分缓解(PR)，3例NR；23例同时联合TKI(伊马替尼22例，达沙替尼1例)行诱导治疗，20例(87.0%)获得CR, 1例PR, 2例NR。非突变组患者CR率为84.8%(39/46)，略高于突变组，但差异无统计学意义(*P*= 0.451)。突变组中4例患者无MMR数据，余38例中仅4例(10.5%)获得MMR，显著低于非突变组(14/38, 36.8%，*P*=0.015)。

截至末次随访，88例患者中位随访时间为18.5(2\~82)个月。突变组2年及5年OS率分别为45.4%、35.0%，而非突变组分别为67.8%、63.3%(*P*=0.047，[图1](#figure1){ref-type="fig"})。T315I和E255K/V突变者中位OS时间分别为19和10个月，远远短于其他类型突变者(*P*=0.024，[图2](#figure2){ref-type="fig"})。42例突变患者中，23例进行了移植，14例于移植前即检出ABL激酶区突变，其中位OS时间为29个月，较单纯化疗联合TKI组(17个月)预后好(*P*=0.034，[图3](#figure3){ref-type="fig"})；14例突变检出时更换使用尼洛替尼或达沙替尼治疗，但并不能够改善移植突变患者生存情况(*P*=0.862，[图4](#figure4){ref-type="fig"})。

![ABL激酶区突变阳性和阴性Ph^+^急性淋巴细胞白血病患者总体生存曲线](cjh-37-02-105-g001){#figure1}

![不同类型ABL激酶区突变Ph^+^急性淋巴细胞白血病患者总体生存曲线](cjh-37-02-105-g002){#figure2}

![异基因造血干细胞移植(allo-HSCT)治疗ABL激酶区突变Ph^+^急性淋巴细胞白血病患者总体生存曲线](cjh-37-02-105-g003){#figure3}

![移植前后使用不同类型酪氨酸激酶抑制剂(TKI)的ABL激酶区突变Ph^+^急性淋巴细胞白血病患者总体生存曲线](cjh-37-02-105-g004){#figure4}

4．突变类型进展：42例突变患者中，4例在疾病进展期间出现新类型突变，其中2例在E255K突变转阴后检出T315I突变，另2例在T315I突变转阴后检出E255K突变。另有1例患者在allo-HSCT后使用伊马替尼维持治疗期间，3次复发均检出新的类型突变，突变类型进展详见[表2](#t02){ref-type="table"}。

###### 5例ABL激酶区突变Ph^+^急性淋巴细胞白血病患者突变类型进展

  例号   第一次突变   第二次突变     第三次突变                                                                     
  ------ ------------ -------------- -------------- ---- -------------- ----------------------- ---- -------------- ----------------------------
  1      IM           未缓解         E225K          DA   Re~1~          E255K、T315I                                
  2      IM           CR~1~          E225K          DA   Re~1~          T315I                                       
  3      IM           Re~1~          T315I          NI   Re~2~          E255K                                       
  4      IM           Re~1~          T315I、Q252H   DA   CR~2~          E255K                                       
  5      IM           MMR~1~-Re~1~   E355G          NI   MMR~2~-Re~2~   E355G、E255V、S259Cfs   DA   MMR~3~-Re~3~   E355G、E255V、T315I、F317A

注：TKI：酪氨酸激酶抑制剂；IM：伊马替尼；DA：达沙替尼；NI：尼洛替尼；CR：完全缓解；MMR：主要分子生物学反应；Re：复发

讨论 {#s3}
====

ABL激酶区突变直接影响TKI药物的结合能力和活性，是目前导致Ph^+^ ALL复发耐药和治疗失败的主要因素，并直接影响其生存和预后[@b5]。分析突变患者初诊阶段的临床和分子生物学特征发现，高龄是发生突变的高危因素之一。ABL激酶区突变患者更易伴随复杂核型异常，提示细胞遗传学的高度异质性和高度不稳定性更易导致恶性白血病细胞发生ABL激酶区突变，但依然需要更多的临床数据及分子生物学依据来证实其相关性。

截至目前，在超过100种的突变类型中，Y253、E255、T315、F317、和F359位点突变受到广泛关注[@b9]。在Ph^+^ ALL患者中，T315I突变发生率最高[@b6]，ABL激酶区第315位上氨基酸的改变导致TKI与ATP结合位点的构型改变，缺失一个羟基，从而使一代及二代TKI药物难以与ATP结合，影响其发挥疗效[@b7]。目前博纳替尼(Ponatinib)是FDA认证的唯一对T315I敏感的TKI药物[@b10]，其他药物如阿昔替尼、博苏替尼[@b11]--[@b12]等均在临床试验中，有可能成为继博纳替尼之后的广谱TKI药物。而P环突变，包括E255K/V和Y253H/F突变，是另一研究较为深入的突变，其发生提示疾病进展更快，预后更差[@b13]。

伊马替尼的使用能够将Ph^+^ ALL传统化疗50%左右的CR率提升至超过90%，不超过30％的MMR率提升至30%\~50%[@b14]。因此，伊马替尼联合化疗并尽早行allo-HSCT已得到充分研究并成为Ph^+^ ALL国际多中心一线推荐治疗方案[@b13]。越来越多的研究表明，早期应用二代TKI如达沙替尼以期获得更深层次的MMR有助于减少复发[@b4]。我们的研究结果显示，allo-HSCT能够逆转突变患者的不良生存结局，但无论在移植前还是移植后，复发耐药阶段更换使用二代TKI对改善ABL激酶区突变患者的不良预后并不具有明显优势。

本研究结果还显示T315I突变和E255K/V突变紧密关联，其中包括7例患者同时检出T315I和E255K/V突变，5例于T315I和E255K/V突变之间进展，与国内学者报道具有一致性[@b15]，而二者是先后发生还是同时发生，是发生于同一克隆还是不同克隆需进行更深入的分子机制研究。

综上所述，ABL激酶区突变是Ph^+^ ALL患者疾病复发和治疗失败的主要因素，而allo-HSCT仍然是改善突变患者生存的唯一有效途径。
